























sequencing  and  the  PICRUSt  approach.  The  taxonomic  diversity  of  bacterial  communities was 
dominated primarily by the phyla Proteobacteria (32–56%), Bacteroidetes (12–33%), and Actinobacteria 





organic C  and NH4–N were  the principal  contributors  to  the diversity  and  composition  of  soil 
microbiota, whereas  soil  pH,  total  nitrogen,  total  P,  and moisture  had  little  effect. Our  results 
suggest that long‐term conservation practices with no‐tillage and crop residue retention shape soil 











practices  [5–7]. Furthermore,  soil microorganisms play an  important  role  in nutrient  cycling  and 







to  changes  in  the  composition  and metabolic  capabilities  of  soil microbial  communities  [13,14]. 
However, conventional farmers in the Loess Plateau of China traditionally remove crop residues out 















microbial  communities.  Although  such  information  is  highly  valuable  to  help  understand  the 
diversity of soil microbial community, a fundamental need is to investigate the potential association 
between the metabolic function of soil microbiomes and farming practices. 
The  bioinformatics  approach,  PICRUSt  (phylogenetic  investigation  of  communities  by 
reconstruction of unobserved  states), has  recently  become  available  for  the determination of  the 
metabolic and  functional profiles  in a broad range of host‐associated microbial communities  [22]. 
This computational technique can predict the functional composition of a metagenome based on 16S 
rRNA gene profile and reference genome database using an extended ancestral‐state reconstruction 
algorithm. This  ‘predictive metagenomic’  approach,  albeit  imperfect  in many  cases,  can provide 
insights into uncultivated microbial communities [22]. Some studies have used PICRUSt analysis to 
compare microbiomes’ presumptive functions between different soil profiles [23–25]. However, it is 
unknown whether  this approach can be used  to determine  the variation of microbial community 
functional capabilities under different tillage and crop residue management practices. 
In  the  present  study,  we  determined  the  association  of  microbial  community  functional 
capabilities  with  different  tillage  and  crop  residue  management  practices  in  a  long‐term  field 
experiment that has been run at the Loess Plateau of western China for the past 18 years (since 2001). 
Bacterial community diversity and predictive functions were determined using 16S rRNA amplicon 
sequencing  and  PICRUSt  analysis  (PICRUSt  v.1). We  hypothesized  that  the  composition  of  soil 
microbial  community  and  the  potential  functions  are  regulated  by  tillage  and  crop  residue 
management practices, and these effects are related to the change of soil physiochemical properties. 
The  specific  objectives were  to  (1) determine  the  effect  of  tillage  and  crop  residue management 










the  temperate semi‐arid zone  in  the western Loess Plateau, with a  long‐term  (2001–2019) average 








The  long‐term  experiment,  initiated  in  2001, had  four  tillage  and  crop  residue management 
treatments  that were  applied  to  both phases  of  a  two‐year  spring wheat–field  pea  rotation  in  a 
randomized completely block design with three replicates. The four treatments were no‐tillage with 
all crop residue removed at harvest (NT), no‐tillage with crop residue chopped and spread evenly on 
the  soil  surface  (NTS),  conventional  tillage  with  all  crop  residue  removed  at  harvest  (T),  and 
conventional  tillage  with  all  crop  residue  chopped,  spread  evenly  on  the  soil  surface,  and 
























































2.5‐5)  in  R  (version  3.6.1)  statistical  software  (R  Foundation  for  Statistical  Computing,  Vienna, 




distribution  of  dominant  phyla  and  the  clustering  of  soil  samples,  redundancy  analysis  was 
conducted using CANOCO  software  (version 5.0, Microcomputer Power,  Inc.,  Ithaca, NY, USA). 
Analysis of variance was performed using SPSS software (version 21.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 
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Table  1.  Soil  physiochemical  properties  as  affected  by  tillage  and  crop  residue  management 
treatments. 
Soil parameter a  Treatment b 
NT  NTS  T  TS 
pH  8.12 ± 0.10 a c  8.07 ± 0.08 a  8.07 ± 0.03 a  8.02 ± 0.12 a 
Moisture (%)  12.21 ± 1.02 a  12.16 ± 0.33 a  12.54 ± 1.13 a  12.03 ± 0.37 a 
SOC (g kg‐1)  13.07 ± 0.25 ab  13.20 ± 0.26 a  12.50 ± 0.53 b  13.03 ± 0.25 ab 
TN (g kg‐1)  0.83 ± 0.05 b  0.96 ± 0.06 a  0.84 ± 0.08 b  0.85 ± 0.05 b 
TP (g kg‐1)  0.77 ± 0.15 a  0.73 ± 0.07 ab  0.71 ± 0.14 ab  0.52 ± 0.13 b 
NO3–N (mg kg‐1)  38.53 ± 2.21 a  32.26 ± 2.29 ab  36.24 ± 2.38 ab  27.73 ± 9.48 b 
NH4–N (mg kg‐1)  1.41 ± 0.44 a  1.13 ± 0.34 a  1.49 ± 0.50 a  1.37 ± 0.23 a 







Using  Illumina MiSeq  sequencing  of  16S  rRNA  gene  amplicons,  a  total  of  485,373  filtered 
sequences remained after quality control and 400,824 reads (ranging from 31,342 to 36,654 reads per 
sample) were  generated  for  further  bioinformatic  analysis  (Table  S1). All  these  sequences were 
subsequently  clustered  into  5738 OTUs based on 97%  similarity. The number of observed OTUs 
detected  in each  individual sample ranged  from 1909  to 2926. The Good’s coverage  index of each 
sample was >0.975, and  the  rarefaction curves were close  to  the  saturation phase,  indicating  that 
sufficient sequencing coverage was achieved and that the OTUs were representative of the overall 
microbial community libraries. 
There were  significant  differences  among  the  treatments  in  the  alpha  diversity  of  bacterial 
populations,  as  shown  by Chao1,  Simpson,  Shannon,  and OTU  richness  alpha diversity  indexes 
(Figure 1). Among  treatments, NT soil samples had highest Chao1, Shannon, Simpson, and OTU 
richness  indexes,  suggesting  that  the  NT  treatment  resulted  in  greater  richness  of  bacterial 
populations than the other treatments. The Shannon and Simpson indexes for the NT (p = 0.007) and 
TS  (p = 0.020)  treatment were significantly higher than  that for the T  treatment, but no significant 
difference was observed between the NTS and T treatments (p > 0.05). 








and  incorporated  into  the soil via plowing. Boxplots with different  letters above  the boxes denote 
means that are significantly different (p < 0.05). 
3.3. Beta Diversity and Microbial Community Composition 









and  crop  residue management  treatments  based  on  (a)  the weighted  UniFrac  distance  and  (b) 
unweighted UniFrac distance. NT, no‐tillage with all crop residue removed at harvest; NTS, no‐tillage 






by  the  phyla  Proteobacteria  (32.21–56.15%),  Bacteroidetes  (12.38–32.96%),  and Actinobacteria  (17.09–
























one  (Table  2),  the  weighted  nearest  sequenced  taxon  index  (NSTI)  score  for  the  evaluation  of 
prediction accuracy across all samples ranged from 0.078 to 0.131, with a mean of 0.112 ± 0.015. The 
PICRUSt  analysis  identified  seven  level  one KEGG Orthology  groups  (KOs). Among  the  seven 
functional categories at level one, the metabolism, genetic information processing, and environmental 
information processing were the dominant functional groups, accounting for 51.4%, 15.8%, and 13.9% 













by  5.6%  compared  to  the  T  treatment.  The  TS  treatment  decreased  glycan  biosynthesis  and 
metabolism  by  17.8%  compared  to  the  T  treatment.  The  functional  groups  including  genetic 
information  processing  and metabolic  diseases were  significantly  enriched with  the NTS  and  T 
treatments  (p < 0.05). Seven of  the subcategories belonging  to genetic  information processing and 
environmental information processing showed no significant difference among the treatments (p > 
0.05). 




NT  NTS  T  TS 
Environmental 
information processing  13.74 ± 0.06 a b  14.49 ± 0.36 a  13.44 ± 1.12 a  13.78 ± 0.17 a 
Genetic information 
processing  15.58 ± 0.06 a  15.59 ± 0.23 a  16.41 ± 0.99 a  15.68 ± 0.60 a 
Metabolism  52.28 ± 0.36 a  50.09 ± 1.45 b  51.40 ± 1.20 ab  51.97 ± 0.66 ab 
Organismal systems  0.862 ± .003 a  0.817 ± .018 b  0.863 ± .036 a  0.852 ± .010 ab 
Cellular processes  3.51 ± 0.21 a  4.16 ± 0.47 a  3.24 ± 0.82 a  3.51 ± 0.20 a 
Human diseases  0.92 ± 0.02 b  1.11 ± 0.09 a  0.91 ± 0.15 b  0.94 ± 0.07 ab 
Unclassified  12.90 ± 0.10 b  13.55 ± .044 a  13.54 ± 0.16 a  13.08 ± 0.33 ab 
None  0.198 ± .002 a  0.205 ± .005 a  0.193 ± .019 a  0.199 ± .006a 
a NT, no‐tillage with all crop residue removed at harvest; NTS, no‐tillage with crop residue chopped 
and spread evenly on the soil surface; T, conventional tillage with all crop residue removed at harvest; 















p‐value  NT  NTS  T  TS 
Metabolism           
Carbohydrate 
metabolism  0.256  10.62 ± 0.08 ab    10.29 ± 0.21 a  10.79 ± 0.48 a  10.56 ± 0.17 a 
Energy metabolism  0.342  5.60 ± 0.05 a  5.46 ± 0.18 a  5.67 ± 0.19 a  5.62 ± 0.07 a 
Lipid metabolism  0.030  4.17 ± 0.01 a  3.89 ± 0.15 bc  3.84 ± 0.12 c  4.09 ± 0.14 ab 
Nucleotide 
metabolism  0.136  3.21 ± 0.02 a  3.21 ± 0.04 a  3.45 ± 0.23 a  3.24 ± 0.12 a 
Amino acid 
metabolism  0.027  11.18 ± 0.12 a  10.59 ± 0.36 b  10.59 ± 0.13 b  11.09 ± 0.25 a 
Metabolism of other 
amino acids  0.071  2.04 ± 0.03 a  1.92 ± 0.09 a  1.91 ± 0.02 a  2.03 ± 0.08 a 
Glycan biosynthesis 
















0.044  4.19 ± 0.06 a  3.68 ± 0.35 ab  3.52 ± 0.22 b  4.09 ± 0.33 a 
Genetic information processing   
Transcription  0.317  2.46 ± 0.01 a  2.50 ± 0.05 a  2.52 ± 0.06 a  2.46 ± 0.05 a 
Translation  0.478  4.12 ± 0.03 a  4.09 ± 0.08 a  4.34 ± 0.35 a  4.16 ± 0.19 a 
Folding, sorting and 
degradation  0.170  2.19 ± 0.01 a  2.25 ± 0.06 a  2.31 ± 0.09 a  2.20 ± 0.06 a 
Replication and 




         
Membrane transport  0.380  11.56 ± 0.07 a  11.99 ± 0.13 a  11.33 ± 0.86 a  11.61 ± 0.16 a 





Unclassified           
Poorly characterized  0.446  5.00 ± 0.04 a  5.12 ± 0.13 a  5.06 ± 0.06 a  5.01 ± 0.10 a 
Metabolic diseases  0.027  .081 ± 0.001 b  .089 ± 0.006 a  .091 ± 0.004 a  .082 ± 0.002 b 
Metabolism  0.431  2.48 ± 0.03 a  2.49 ± 0.01 a  2.53 ± 0.07 a  2.53 ± 0.04 a 
Genetic information 
processing  0.101  2.16 ± 0.01 a  2.29 ± 0.06 a  2.27 ± 0.09 a  2.20 ± 0.06 a 
Enzyme families  0.117  1.93 ± 0.02 a  1.95 ± 0.04 a  2.03 ± 0.07 a  1.93 ± 0.06 a 
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Cellular processes 
and signaling  0.028  3.28 ± 0.07 c  3.68 ± 0.26 ab  3.70 ± 0.07 a  3.37 ± 0.17 bc 
a NT, no‐tillage with all crop residue removed at harvest; NTS, no‐tillage with crop residue chopped 
and spread evenly on the soil surface; T, conventional tillage with all crop residue removed at harvest; 




The  relationships between key  soil physicochemical properties and  the structure of bacterial 
communities at the phylum level were illustrated by the direction and length of the vectors (Figure 















crop  residue  chopped and spread evenly on  the  soil surface; T,  conventional  tillage with all crop 
residue removed at harvest; TS, conventional tillage with all crop residue chopped, spread evenly on 




by  biotic  and  abiotic  factors  including plant  type  [34],  farming practice  [33],  and  environmental 
conditions [16,35,36]. In the present study, we characterized the structure and functional profiling of 




etc.)  field  experiments  can help determine  the  temporary  change of  soil microbial  community  in 














practices.  Previous  studies  have  indicated  that  long‐term  no‐tillage  can  improve  the  physical, 
chemical, and biological properties of the soil in different agroecosystems [39–41], while crop residue 
retention  can  enhance  SOC  sequestration  through  reducing  potential  negative  effects  caused  by 
fluctuation  in  temperature and moisture  in  the upper soil profile  [42,43]. However, many studies 
report controversial results on the effect of tillage on SOC, largely because of short‐ and medium‐
term tillage treatments [44,45]. It is well‐known that crop residue decomposition in the soil require a 












no‐tillage  combined with  crop  residue  retention  favors  the  recruitment of  specific groups of  soil 
organisms  and  increases  substrate  availability,  therefore  enhancing  bacterial  diversity  [48].  The 
analysis for the relative abundance of microbial taxonomic components showed that Proteobacteria 




To  elucidate  soil  environmental  factors  that  are  potentially  associated  with  shift  in  the 
abundance of major soil bacterial phyla, researchers proposed a copiotroph–oligotroph concept in an 
ecological  context  for  soil  bacteria  [52]. The  phylum Proteobacteria  are described  as  fast‐growing 
copiotrophs,  which  preferentially  consume  labile  SOC  pools  and  maintain  great  nutritional 
availability when soil environmental conditions favor the growth of soil microbiota [53]. No‐tillage 
is shown to modify the soil profile with improved ventilation, leading to greater nutrient availability 
than  conventional  tillage;  this was probably  the main  reason  that higher  relative  abundances  of 
Proteobacteria  and  Bacteroidetes  were  observed  under  no‐tillage  plus  crop  residue  retention 
treatments than in conventional tillage in our study. Bacteria belonging to the Acidobacteria phylum 
are considered oligotrophs  [54], which exhibit slow growth rates  in soils where organic C quality 
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and/or quantity is high [53]; this explains why the relative abundance of Acidobacteria was lower than 
copiotrophic groups  in our  study.  In addition,  the α‐proteobacteria class was detected with higher 











acid,  terpenoids,  and  polyketides,  and  the  biosynthesis  of  other  secondary  metabolites  were 
significantly  higher  in  the  NT  treatment  compared  with  the  T  treatment.  Proteobacteria  and 
Actinobacteria  represented  a  great  proportion  of  the  bacterial  community, which  are  commonly 
detected in biological carbon and nitrogen cycling process. Additionally, N‐fixing microbes such as 
Azotobacter and Burkholderia, belonging  to Proteobacteria,  carry out nitrogen  fixation, dissimilatory 




With  the  rapid  growth  in  the  number  of  sequenced  genomes,  the  PICRUSt  tool  has  been 
increasingly  used  to  infer  functions  that  are  likely  associated with  a marker  gene  based  on  its 
sequence similarity with a reference genome  [61‐64].  In agroecosystem studies,  this approach has 
been used to explore the relationship between soil microbial communities and farming practices by 
characterizing metabolic and functional capabilities of the communities across a broad range of host‐
associated  and  environmental  samples  [65‐67].  In  the  present  study, we  employed  the PICRUSt 




the  functional  properties  of  soil  bacterial  communities. However,  the  PICRUSt  approach  has  its 
intrinsic  limitations  [22]. Marker‐gene  sequencing does not provide direct  information  about  the 


















TN,  and  TP,  and  therefore  modified  the  composition  and  functional  profile  of  soil  bacterial 
communities. No‐tillage treatments significantly increased the richness and evenness of soil bacterial 
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